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【研究目的】本研究は，生きた細胞の分子変化を非侵襲的に計測するラマン分光分析技術の開発を最終目的とし
ている．細胞分化を確認する方法としては免疫蛍光染色や蛍光タンパク質導入等の手法が用いられる．しかし，
抗体等の標識は侵襲的であり，また，遺伝子操作も同様に細胞活動を大きく変化させる．故に，生細胞の分子の
変化を培養環境下であるがまま測定できる技術は，現在ラマン分光法だけである． 幹細胞は，様々な組織の細
胞に分化する能力を持ち，培養条件で分化過程を制御することができる．本研究では，ES 細胞から神経幹細胞
への分化に対する化学物質の影響を，ラマン分光法と二次元電気泳動結果で検証した．しかし，誘導効率の低さ
やタンパク質の回収率の低さからスペクトル変化に大きく影響する分子種の同定は困難であった．次に，タンパ
ク質の変化が分子生物学的に解明されており，かつ誘導効率が高い上皮間葉転換（以下，EMT）を用いて，ラマ
ン分光法で検出されるスペクトル変化の同定を目的とした研究を実施した．細胞質から取得したラマンスペクト
ルには，EMT により変化することが知られている中間径フィラメントのケラチンやビメンチンの分子組成変化
を反映していると予想される． 
  
【実験方法】マウス乳腺上皮細胞 SCp2 細胞を細胞濃度 1×104 個/mL で，ラマン分光法での計測用に石英グラ
スボトムディッシュに播種した．EMTを誘導するために濃度 15 ng / mL となるよう培地にTgf –βを添加した．
播種後 24 時間の間 2 時間ごとにラマンスペクトルの取得を行った．測定条件は，励起波長 785 nm，測定点に
おけるレーザーパワーは 50 mW，露光時間 30 秒×3 回で行った．使用したラマンシステムは測定点に小型の
CO2インキュベーターを設置している．またシャーレの蓋を開ける必要がないため，細胞を培養環境の中でラマ
ン測定を行った．測定によって得たスペクトルデータは，適切な処理を行い 多変量解析ソフト The Unscrambler 
を用いて主成分分析 (PCA) と部分最小二乗回帰(PLSR)分析を用いて解析を行った．測定後のサンプルは，免疫
蛍光染色を用いてタンパク質の発現を確認した． 
 
【実験結果と考察】EMT誘導を開始してから 6時間目までに測定した，細胞質のラマンスペクトルを用いてPCA
を行った．主成分(PC)1 と 2 のスコアプロットでは EMT 非誘導細胞のデータと EMT 誘導 0 時間後の細胞のデ
ータに関して分散中心の値が重なっており培養条件や測定中のレーザーの影響がないことを確認した，PC1軸に
沿って，Tgf-β 添加細胞のデータに分散の広がりが観察できた．細胞内の RNA に変化が起きたと考えられる．
PC1のローディングプロットは， 890 cm-1，1086 cm-1，1330 cm-1，1586 cm-1付近にバンドがされ，細胞内の
RNAに変化が起きたと考えられる．規格化に CH2偏角振動モードのバンドを使用したことにより，ローディン
グプロットと RNAのラマンスペクトルとの完全なる一致は確認できなかったが，EMTにより生産される RNA
の種類に大きな変化が生じたと考えられる． 
Tgf-β添加後 0 時間の細胞と 24 時間の細胞を用いて PLSR 判別モデルを作成した．判別モデルを用い他時間の
細胞データをテストデータとして判別した結果，20 時間後のデータは EMT 誘導と非誘導に正しく判別された．
PLSR判別モデルを作るために採用したファクター1のローディングプロットは，EMTにより細胞質で変化する
ことが分子生物学的に知られているタンパク質のケラチンやビメンチンの発現量変化が反映されていると考え，
ケラチン，ビメンチンのラマンスペクトルと比較したが，共通のバンドを確認することができなかった．ラマン
分光法は，EMT の影響による分子組成の変化を捉えることに成功したが，候補として考えられる物質から予想
されるスペクトル変化は確認できなかった． 
